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いる (平成 25年度 PRTRデータ公表値，経済産業省) 。しかし，PRTRで指定されて
いる化学物質は氷山の一角であることから，実際の流通・排出量はこの数値をはるかに
上回る。世界保健機関 (WHO) では 2006年に，こうした化学物質の大気中への排出に
対する安全対策として，ヒトの健康に影響を与える大気中粒子状物質の濃度 (µg/m3) 
を基にした基準 (空気汚染深数；API) を設けており，直径 10 µm以下の粒子状物質 
(PM10) の許容濃度を 50 µg/m3/dayないしは 20 µg/m3/year，2.5 µm以下の粒子状物質 
(PM2.5) の許容濃度を 25 µg/m3/dayないしは 10 µg/m3/yearと定めている。同様の基準
はアメリカ合衆国環境保護庁 (EPA) でも 2014年に設定されているが，中国における
2005年の大気中粒子状物質濃度は許容濃度を大幅に超えており (109 µg/m3)，大気汚
染による経済損失や健康被害が深刻な問題となっている (Matus et al., 2011) 。日々更
新される中国環境保護部 (SEPA, www.zhb.gov.cn) の報告では，何らかの健康影響が予
想される地域や，健康への重篤な影響により屋外活動が禁止される地域が多く認められ，
実際に大気中に排出された化学物質による吸入アレルギー等の発症が報告されている 













用を持つ遺伝子の転写調節に関与している p45-related factor 2 (Nrf2) 遺伝子が挙げ
られる。Allergin-1は，吸入アレルギーをはじめとするヘルパー2型 T細胞 (Th2細胞) 
依存性アレルギーで中心的な役割を示す IgEのレセプターである FcεRIと連結するこ
とで，IgEを介した肥満細胞の脱顆粒を抑制し，肥満細胞依存的なアナフィラキシーを
抑制することが知られている (Hitomi et al., 2010) 。Nrf2遺伝子は，欠損マウスで肺
の抗酸化物質が減少してアレルギー反応が増悪することが知られており，Nrf2 遺伝子
による抗酸化経路がアレルギー物質による喘息の感受性に関与していると考えられて
いる (Rangasamy et al., 2005) 。上記以外にも，関連解析や量的遺伝子座 (QTL) 解
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析，SNP 解析により Toll like receptor などの自然免疫，免疫調節に関与する遺伝子 
(TLR2, TLR4, etc.) や Th2細胞の分化に関与する遺伝子 (Gata3, TBX21, etc.) ，上皮





加させることが分かっている (Vladich et al., 2005; Graves et al., 2000; van der Pouw 
Kraan, T. C. et al., 1999) 。このように複数の原因遺伝子が同定され，今もその解明に
向けた研究が進められているが，化学物質に限局した吸入アレルギーについての発症機




対するアレルギー反応が増強するという結果を報告している (Fukuyama et al., 2011; 
Nishino et al., 2013)。また，実環境中では複数の化学物質が同時に暴露された場合の
影響を考慮する必要もあり，異なる化学物質 2剤を同時に投与したマウスでは単剤投与
よりもアレルギー反応が増強されることも分かっている (Fukuyama et al., 2014, 
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(hapten) と呼ばれ (Dudeek et al., 2011)，皮膚アレルギーを引き起こす
dinitroflourobenzen (DNFB) や吸入アレルギーを引き起こす dinitrobenzene (DNS) 
が代表例である 。ハプテンによるアレルギー反応誘発には，常在性樹状細胞によるハ
プテン結合タンパク質の認識だけでなく，肥満細胞活性化因子であるプロテアーゼ産生
量の関与が報告されている (Houwelingen et al., 2002) 。一方，化学物質が直接皮膚や
呼吸器にアレルギー症状を引き起こす事例として，医療用機器の消毒薬として使用され
ていた Glutaraldehyde (GA) による気管支炎 (Takigawa et al., 2006)，Toluene 
diisocyanate (TDI) や Trimellitic anhydride (TMA) による職業喘息 (Vanoirbeek et 
al., 2003., Grammer et al., 2002., Ban et al., 2006) などが報告されている。さらに近
年では，PM2.5と呼ばれる直径が 2.5 µm以下の微小粒子状物質の吸入アレルギーへの
関与が指摘されており（Gavett et al., 2003, Janssen et al., 2003），化学物質吸入アレ
ルギー性評価の重要性が高まっている。しかし，実際に Globally Harmonized System 
(GHS） や Regulation concerning the Registration, Evaluation, Authorization and 





判断している状況にある (European Union 2013; United Nations 2011)。この問題を
解決すべく，Serum IgE test や Cytokine fingerprintingといった方法が大気中化学物
質による吸入アレルギー安全性評価のための試験法として開発されてきた。IgE testは
化学物質をマウスに経皮投与し，初回投与から 14日目に血中 IgE量を確認する試験方
法である (Dearman 1992) 。Cytokine fingerprintingは化学物質を経皮投与し，吸入
アレルギーに関与する Th2細胞から放出されるサイトカイン量 (IL-4, -13) を調査す
る方法である (Dearman et al., 2003a) 。いずれの方法も短期間で簡便に呼吸器感作性
を確認できる方法ではあるが，被験物質の暴露経路が実際とは異なる経皮経路であるこ
とや無理なスケジュール短縮によって偽陰性反応および偽陽性反応が多い等，完全な方
法とは言い難い (Dearman et al., 2003b) 。一方で経気道暴露や，化学物質が抗原とし
て認識される感作期と症状が発現する惹起を再現した検出方法の開発については，特殊
な機器や長い試験期間が必要でありほとんど進んでいないのが現状である (Arts & 
Kuper 2007) 。 
また，1990年代には呼吸生理機能がヒトに近いモルモットが主要な動物種として化






する感受性が異なり，皮膚アレルギー反応を調査した研究 (Hashimoto et al., 2006) で
は，4系統の近交系マウス (BALB/c，NC/Nga，C3H/HeN，ICR) で皮膚の炎症反応や
痒み反応 (引っ掻き回数) に違いがあることが分かっている。これまでの吸入アレルギ
ー研究では，病態形成の中心的役割を示すヘルパー2型 T細胞 (Th2型細胞) の反応性
が高い BALB/cマウスが頻繁に使用されてきたが (Lin et al., 2006) ，炎症反応に伴っ
て起こる気道の狭窄や発咳といった臨床症状に対する感受性が低いことから，さらに有
用なマウス系統の選別が求められてきた。我々の研究では，1995年に日本産由来のマ
ウスから確立され (Kondo et al., 1969) ，ダニ抗原やハプテンの投与によりヒトのアト



























(Dearman and Botham, 1990; Karol, 1994) が数多くなされたが，飼育スペース，費
用，動物愛護の問題，さらには詳細な免疫学的検査が限られていることから，近年では
マウスを用いた検討へと移行している。代表例として，マウス IgEテスト (Dearman 
1992) や Cytokine fingerprinting (Dearman et al., 2003a) などが挙げられ，通常の吸
入アレルギーが IgEおよび 2型ヘルパーT細胞 (Th2型細胞) 依存性であることを利用
して，化学物質を経皮投与した後の血清中の IgE量の増加ないしは Th2細胞から放出
されるサイトカイン量 (IL-4, -13) の有無を調査する方法である。しかし，いずれの方
法も化学物質の経皮投与により感作を成立させており，気道経路での反応を直接評価で





















1週間以上実験環境に馴化し，8週齢より試験に供した。動物は，温度 22 ± 3°C，湿度
50 ± 20%，換気回数 10回以上/時間 (オールフレッシュエアー方式) 照明時間 12時間/








ンド (ALUM) はコスモ・バイオ株式会社より購入した。吸入惹起に用いた OVAはシ
グマ アルドリッチ ジャパンより購入した。感作投与液は，OVA 10 µgと ALUM 2 µg






法により群分けを実施した (各群 8例) 。感作投与は，試験開始後 1，8，14日の計 3
回，感作液を 1匹あたり 10 µg腹腔内投与することで行った。惹起投与は，試験開始後
15，17，19，22，24日に 0.1%OVA投与液を 5 mg/L濃度にて 30分間吸入暴露するこ
とで行った。最終惹起暴露の翌日 (試験開始後 25日) ，ペントバルビタールナトリウ
ム麻酔下 (75 mg/kg) で採血を実施し，安楽殺後，各動物より肺胞洗浄液 (BALF) お
よび肺門リンパ節を採取した。採取した血液は血清を分離し， IgE 抗体量の測定に使
用した。BALFの採取は気管よりカニューレを挿入し，約 27℃に加温した 1%牛胎児血
清 (FCS，ライフテクノロジージャパン株式会社) 添加 PBS (ライフテクノロジージャ
パン株式会社) にて肺を洗浄 (1 mL×3回) することで行った。最初の 1 mLについて
は遠心分離にて上清を分離し，各種サイトカインおよびケモカイン量測定を実施した。
最初の 1mLの細胞沈渣と残り 2回の洗浄で回収した BALFの細胞を回収し，細胞分画
測定に使用した。採取した肺門リンパ節は氷冷下の RPMI1640培地 (ライフテクノロ
ジージャパン株式会社) に保存し，ペトリ皿を敷いたナイロンセルストレイナー (70µm) 
上で擂り潰し，単細胞懸濁液を作製した。作成した細胞懸濁液は IgE陽性 B細胞数の測定
およびサイトカイン量の測定に用いた。洗浄後の肺から副葉を採取して，RNAlator溶液 (ラ





実験期間中に一切投与を実施しない無処置群 (Intact) と OVAの感作と吸入惹起を
行う OVA投与群 (Treatment) の 2群を設定した。予備検討で，本実験に用いた OVA
濃度の感作のみもしくは惹起のみの投与で吸入アレルギー反応を示さないことを確認






ー (気積 31.2 L，トキワ科学器械株式会社) に装着した。被験物質ミストの発生は，空
気流動型鼻部暴露チャンバーおよびアトマイザー (株式会社いけうち，東京都) を用い
て行った。発生用空気は，コンプレッサー (ES4AD-5，KOBELCO，東京都) で発生さ
せ，その後超高性能フィルター (F3000-10-Y，CKD 株式会社，愛知県) で清浄化した
圧搾空気をアトマイザーに供給した。暴露チャンバーへの空気供給は，面積流量計 






位径 (MMAD) および幾何標準偏差 (GSD) は，エアーサンプラー (MF-200，株式会
社オクトサイエンス，大阪府) とアンダーセン式パーソナルサンプラー (Model 1312S，
日本カノマックス株式会社，大阪府) を用いて測定した。実測濃度，MMAD，および
GSDの平均値は，それぞれ約 5 mg/L，4.0 µm以下および 2.0を保っていた。吸入暴
露による暴露量は，実測濃度だけでなく化学物質の粒子の大きさにも依存し，粒子が小
さい物質ほど肺の深部にまで到達する。4.0 µm以下の粒子は，肺胞まで到達して吸収
される大きさである (微小粒子状物質健康影響評価検討会報告書，環境省，2008) 。 
 
血清中総 IgE量測定 
血清中の総 IgE量を Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA法) により測定








phycoerythrin-cyanin-7 (PE-Cy7) 標識抗マウス CD11c抗体(クローン：HL3)を用いた。
肺門リンパ節細胞の細胞分画測定には，B細胞を染色する目的で allo-phycocyanin 
(APC) 標識抗マウス CD45R/B220抗体 (クローン：RA3-6B2) ，B細胞の膜表面に発
現している IgEを染色する目的で FITC標識抗マウス IgE抗体 (クローン：R35-72)
を用いた (すべて日本ベクトン・ディッキンソン株式会社) 。反応抗体との非特異的反
応を防ぐために，約 1 × 106個の細胞に 1 µgのMouse BD Fc Block (日本ベクトン・デ
ィッキンソン株式会社) 添加し 4℃で 5分間静置した後，上記の蛍光標識抗マウス抗体
を加えて 4℃遮光下で染色した。染色後は PBSで洗浄・際懸濁した後，BALFについ
ては 10000個，肺門リンパ節については 20000個の細胞を FACSVerseおよび解析ソ




リンパ球細胞を 1×106 cellずつ抗 CD3抗体 (2 µg/mL，BD Pharmingen) および抗
CD28抗体 (2 µg/mL，BD Pharmingen) 含有 FCS添加 RPMI1640培養液と 37℃，
5%CO2条件下で 24時間もしくは 96時間共培養を行った。培養上清中の各種サイトカ
イン (インターロイキン (IL) -4, -5, -10, -13および-17A) 量測定は，BD Cytometric 





B細胞から産生される総 IgE量を測定する目的で，肺門リンパ節細胞から AutoMacs 
と CD45R/B220標識マイクロビーズ (ミルテニーバイオテック株式会社，東京) で分
離した B細胞 1×106 cellを，OVA (1 mg/mL) 含有 FCS添加 RPMI1640培養液を用
いて，37℃，m5%CO2条件下で 9日間共培養を行った。培養上清中の IgE量の測定は，
血清中の総 IgE量測定と同様の方法 (ELISA法) を用いて実施した。 
 
BALF中のケモカイン産生量測定 
BALF上清中の各種ケモカイン (KC, MIP-1β, RANTES) 量の測定は，BD 

















れらに関連するケモカイン産生量 (KC, MIP-1β, RANTES) を測定した (Fig 1-3) 。











するために，肺門リンパ節中の IgE陽性 B細胞数，B細胞より産生される総 IgE量，
ヘルパーT細胞より産生されるサイトカイン量を測定した (Fig 1-4, 1-5) 。IgE陽性 B
細胞数はOVA投与群で無処置群と比較して有意に増加しており (p<0.01)，それに伴い，
B細胞から産生される IgE量も投与群で有意に増加していた (p＜0.01) 。ヘルパーT
細胞の働きを調査するため，IL-3および IL-28刺激化において産生されるサイトカイ












吸入アレルギーの中心的な因子として考えられている IgE量 (Eum et al., 1995) は，
血清および局所ともに OVA投与群で無処置群と比較して有意に増加していた。IgEは
活性化された B細胞から産生され，様々なメディエーターを放出する肥満細胞を活性
化させる役割を担っていることから (Goutet et al., 2005; Janeway et al., 2004; Stone 
et al., 2010) ，OVA投与群では吸入アレルギー反応が引き起こされていることが示唆
された。また，抗原暴露による炎症反応や喘鳴，気道閉塞といった吸入アレルギー反応
に強く関与している好酸球等の炎症性細胞および関連ケモカイン (Janeway et al., 
2004; Lötvall et al., 1998; Whitehead et al., 2003) も，OVA投与群において無処置群
に比べて増加が見られ，好中球数およびMIP-1β量を除くすべての検査項目で有意な差
が認められた。 
IgEを産生するB細胞の活性化には，肺に浸潤したヘルパーT細胞 (CD4+ T細胞) と
ヘルパーT細胞から分泌されるサイトカインが深く関与している (Andersson et al., 
2000; Whitehead et al., 2003) 。特に Th2型細胞から産生されるサイトカイン (IL-4, 
23 
 
-5, -6, -13等) は，B細胞の活性化だけでなく好酸球の遊走や活性化にも関与しており 
(Janeway et al., 2004) ，我々の実験結果からも OVAの投与によって Th2型サイトカ
イン (IL-4, -6, 13) の有意な増加とそれに伴う IgE反応および好酸球浸潤の増加が認め
られた。加えて，近年発見された 9型ヘルパーT細胞 (Th9) や 17型ヘルパーT細胞 
(Th17) から産生される IL-10および IL-17AといったサイトカインもOVA投与群で増
加傾向が認められた。Th9型細胞は，IL-4およびトランスフォーミング増殖因子β 
(TGF-β) の刺激によりナイーブ T細胞から分化する。Th9型細胞から産生される IL-9, 
-10は，肥満細胞の増殖・分化を促進することでアレルギー性炎症の亢進に関与するだ
けでなく，上皮細胞からの粘液分泌を誘導することが知られている (Louahed et al., 
2000; Matsuzawa et al., 2003) 。Th17型細胞は，TGF-βおよび IL-6の刺激によりナ
イーブT細胞から分化し，IL-17A, -17F, -22, -23, およびTNFαを産生する (McGeachy 
& Cua 2009) 。IL-17Aは Th17型細胞や肺胞マクロファージから産生され，好酸球や
好中球による気道炎症を誘導することが知られている (Hellings, et al., 2003; Oda et 
















パ節) ，BALF中の好酸球数，好中球数およびそれに起因するケモカイン量 (KC, 




膚炎モデルとして広く研究に使用されているだけでなく (Yamamoto et al., 2007) ，ア




























(Nishino et al., 2013) 。本章では，第 1章で検討した検出方法が実際の化学物質でも
有効であることを確認するため，内視鏡等医療器具の滅菌用消毒剤として使用され，こ
れまでに使用者のアレルギー性気管支炎等の症例が複数報告されているグルタールア
ルデヒドを用いて検討を行った (Ballantyne and Jordan, 2001; Takigawa and Endo, 












日本チャールス・リバー株式会社で生産された近交系 SPFマウス 5系統 (BALB/c, 





グルタールアルデヒド (GA，化学式：CH2(CH2CHO)2，Cas No. 111-30-8，50%水
溶液) は関東化学株式会社から購入した。アセトンおよびオリーブオイルは和光純薬工
業株式会社から購入した。用量設定試験および本試験の経皮感作投与には，アセトン/
オリーブオイル (AOO，アセトン：オリーブオイル＝4：1) を用いて希釈溶解した GA
を用いた。惹起投与にはリン酸緩衝食塩水 (PBS) で希釈した被験物質を用いた。 
 







用量設定として用いた。LLNA試験は Kimber and Weisenberger (1989)と OECD 
Guideline for the Testing of Chemicals (2010) に記載されている方法を基に，CBA/J
マウスを用いて実施した。CBA/Jマウスは 1週間馴化後，ランダムに GA投与群 3濃
度と媒体対照群 (n=3 per group) に群分けを行い，3日間連続で GA投与液もしくは媒
体のみを耳介裏に 25µLずつ (計 50µL/匹) 開放経皮投与した (Day 1-3) 。Day 6に 20 
μCi/animal の 3H-methyl thymidine (1 mCi/ml; 株式会社パーキンエルマージャパン，
神奈川県) をすべてのマウスに尾静脈内投与し，投与 5時間後にペントバルビタールナ
トリウム (腹腔内投与，75 mg/kg) 麻酔下で腹大動脈と後大静脈を切断し放血により安
楽死させた。安楽殺後速やかに耳介リンパ節を採取し，その重量を測定した。耳介リン
パ節はリン酸緩衝液 (PBS，Life Technologies Co., Ltd., USA) を用いてナイロンセル
ストレイナー (70 µm，日本ベクトン・ディッキンソン株式会社，東京) 上で擂りつぶ
し，得られた細胞懸濁液を PBSで 2回洗浄後，5%トリクロロ酢酸溶液 (TCA，和光純
薬工業株式会社) にて懸濁させ冷蔵暗所 (4 oC) で 18時間静置した。18時間後に 9 mL
の液体シンチレーター (Pico-fluor Plus, 株式会社パーキンエルマージャパン) を加え
て混和し，細胞増殖活性をシンチレーションカウンターにて測定した。細胞増殖活性デ
ータ平均値をもとに，Stimulation index (SI) および EC3 濃度 (The estimated 
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concentration of a substance expected to produce an SI of 3) 求めた。SI値は被験物
質投与群の平均値から溶媒対照群の平均値を除することで算出され，LLNA試験では
SI値が 3以上の反応を示す濃度および物質を陽性と規定している (Deaman et al., 





抽出法により群分けを実施し (各群 5例), 試験 1-3，8-10，15-17日の計 9回，0.5%GA
投与液をピペットにより左右の耳介後方皮膚に 25µLずつ (計 50µL/匹) 経皮塗布する
ことで感作投与を行った。2週間休薬後の試験 29-31日に，0.0125 mg/animal/day 
(0.25%の GAを 5 mg/L濃度にて吸入暴露した時の換算値) にて毎日 1時間ずつ第一章
で使用した吸入暴露装置を用いて吸入惹起を行い，最終惹起の翌日にすべての動物につ
いてペントバルビタールナトリウム麻酔下 (75 mg/kg) で後大静脈より採血を実施し，
安楽殺後，各動物より肺胞洗浄液 (BALF) および肺門リンパ節を採取した。血液は血












惹起を行う群 (Treatment) の 2群 (合計 10群) を設定した。予備検討で本実験に用い
た GA濃度が感作のみもしくは惹起のみで吸入アレルギー反応を示さないことを確認
したため，その 2群は設定しなかった (データ記載なし）。 
 
血清中総 IgE量測定 
血清中の総 IgE量を Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA法) により測定




BALF中の好酸球は，fluorescein isothiocyanate (FITC) 標識抗マウスGr-1抗体 (ク
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ローン：RB6-8C5) および phycoerythrin (PE) 標識抗マウス CD11c抗体 (クローン：
HL3) を用いて分類した。肺門リンパ節細胞中の B細胞は，allo-phycocyanin (APC) 標
識抗マウス CD45R/B220抗体 (クローン：RA3-6B2) および FITC標識抗マウス IgE
抗体 (クローン：R35-72) を用いて分類された (すべて日本ベクトン・ディッキンソン
株式会社）。反応抗体との非特異的反応を防ぐために，約 1 × 106個の細胞に 1 µgの
Mouse BD Fc Block (日本ベクトン・ディッキンソン株式会社) 添加 5%FCS-RPIM を











AutoMacs と CD4マイクロビーズ (いずれもミルテニーバイオテック株式会社，東京) 
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を用いて CD4陽性 T細胞 (CD4+ T cell) を分離した。分離したヘルパーT細胞は，1
×106 cellずつ Dynabeads Mouse T-Activator CD3/CD28抗体 (25µg/well，ライフテ
クノロジージャパン株式会社) と 37℃，5%，CO2条件下で 24時間もしくは 96時間共
培養することで刺激した。培養上清中の各種サイトカイン (インターフェロン γ，イン





群間検定 (Student’s t-test) を実施した。各検査項目について，系統ごとに各群間の統






用量設定の目的で実施した LLNA試験について，結果を Table 2-1に示す。GA各投
与群で溶媒対照群と比較して，リンパ節重量および細胞増殖活性 (3H-TdR 取り込み量) 
ともに用量依存的に増加し，SI値は 0.1, 0.25, 0.5%でそれぞれ 1.8，3.0および 9.8で
あった。陽性反応の基準 (SI ≥3, Dearman et al., 1999) によると，0.25, 0.5%の GAで
感作性陽性が確認された。上記結果により GAの EC3値が 0.25%であることから，EC3




と肺門リンパ節中の IgE陽性 B細胞数を測定し，その結果を Fig2-2に示した。 
血清中の総 IgE量は，BALB/cマウスおよびNC/Ngaマウスの投与群 (Treatment) に
おいて同じ系統の無処置群 (Intact) と比べて有意に増加していた。一方で肺門リンパ
節中の IgE陽性 B細胞数は，NC/Ngaマウスおよび C57BL/6Nマウスの投与群でそれ
ぞれの Intactに比べて有意に増加していた (P＜0.05) 。全ての動物系統において，血


















トカイン (IFN-γ and IL-4, -13, -17A) 産生量を測定し，その結果を Fig 2-4に示した。

















汎用される 5系統の近交系マウス (BALB/c，NC/Nga，C3H/HeN，C57BL/6N， CBA/J) 
について比較検討を試みた。BALB/cマウスは，アレルギーモデルに使用される最も一
般的な系統のであり (Fukuyama et al., 2008)，Th2細胞反応が高いことで知られてい
る (Lin et al., 2006) 。また実際に我々の過去の検討において使用され，良好な試験成
績を得ている (Fukuyama et al., 2009a) 。C57BL/6Nマウスは BALB/cマウスとは逆
の高い Th1細胞反応を有し，アレルギー実験にも BALB/cマウスの対比として用いら
れることが多い (Spergel et al., 1999; Morokata et al., 2000; Van et al., 2009) 。
NC/Ngaマウスは 1995年に日本産由来のマウスから確立された系統で (Kondo et al., 
1969) ，ダニ抗原やハプテンの投与によりヒトのアトピー性皮膚炎に類似した病態を発
症する。近年ではアトピー性疾患の一つであるアレルギー性喘息モデルとしても注目さ
れており (Iwasaki et al., 2001)，第 1章の結果からも高い反応性が期待された。CBA/J
マウスは，マウスを用いた皮膚感作性試験 (LLNA法) に使用される系統であり，接触
性過敏症に対して高い感受性を持つことが報告されている (Kimber and 
39 
 
Weisenberger 1989; OECD Guideline for the Testing of Chemicals 2010)。C3H/HeN

























(血清中の IgE量および肺門リンパ節の IgE陽性B細胞数) は，BALB/cマウス，NC/Nga
マウスおよび C57BL/6Nマウスでは投与群で無処置群と比較して有意な反応を示して
いた。一方で，C3H/HeNマウスではほとんど変化が見られなかった。吸入アレルギー
の病態形成に深く関与している好酸球および分泌ケモカイン (RANTES) (Kimber et 






(IL-4や IL-13等) (Andersson et al., 2000; Whitehead et al., 2003; Janeway et al., 





















































































トリメリト酸無水物 (TMA，化学式：C9H4O5, Cas No. 552-30-7) ，アセトンおよび
オリーブオイルは和光純薬工業株式会社から購入した。経皮感作投与には，アセトン/
オリーブオイル (AOO，アセトン：オリーブオイル＝4：1) を用いて希釈溶解した TMA
を 1%濃度で用いた。惹起投与には 2µm程度に粉砕した TMA (シングルトラック・ジ







た層別無作為抽出法により無処置群 (Intact) と TMA投与群 (TMAを感作および惹起
する群, Treatment) の群分けを実施した (n=8) 。以前の研究で，感作のみもしくは惹
起のみTMAを投与した群と無処置群においては同様の吸入アレルギー反応を示すこと




た。感作投与は，試験 1-3，8-10，15-17日の計 9回，1 % TMA投与液をピペットによ





報告書，環境省，2008) 。惹起投与は試験 29-31日に毎日 30分間，微粉末化した TMA
を 0.25 mg/animal/day (0.5 mg/L濃度にて吸入暴露した時の換算値) にて，第 1, 2章
と同じ吸入暴露装置により吸入暴露した。惹起後の吸入アレルギー症状を確認するため
に，吸入暴露 4時間後に動物の外貌，姿勢，行動，呼吸，意識等の臨床症状 (異常呼吸




ム麻酔下 (75 mg/kg) で後大静脈より採血を実施し，安楽殺後，各動物より肺胞洗浄液 
(BALF) ，肺および肺門リンパ節を採取した。採取した血液は血清を分離し，免疫グロ
ブリン E (IgE) 量の測定に使用した。BALFは気管よりカニューレを挿入し，約 37℃
に加温した 1%牛胎児血清 (FCS，ライフテクノロジージャパン株式会社) 添加 PBS (ラ
イフテクノロジージャパン株式会社) にて肺を洗浄 (1 mL×3回) することで採取した。
最初の 1 mLは遠心分離にて上清を分離し，各種ケモカインおよびサイトカイン量測定










血清中総 IgE量測定には BD OptEIA Mouse IgE ELISA Set (日本ベクトン・ディッ
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キンソン株式会社，東京) を用い，添付の説明書に従って Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA法) により測定した。血清中の TMA特異的 IgE量は
Imject Immunogen EDC Blue Carrier Protein Spin Kitにより抱合させた TMA-キャ






いしはトルイジンブルーを用いて染色し，光学顕微鏡 (AZ100，Nikon) と 40倍の対物
レンズを用いて観察した。ヘマトキシリン・エオジン染色およびトルイジンブルー染色
ともに，盲検下で細胞の流入 (cell influx) や浮腫 (edema) などを指標に半定量的 (0 = 
no influx, no edema; 1–3 = high influx, prominent edema) な解析を行った。 
 
肺の遺伝子発現解析 
BALF採取後の肺の一部から NucleoSpin RNA II kit (タカラバイオ株式会社，東京




IL4, IL5, および TNF に着目し，各プライマー (タカラバイオ株式会社) および
Thermal Cycler Dice (タカラバイオ株式会社) を用いてリアルタイム PCR (qRT-PCR) 
により解析を実施した。遺伝子発現量はハウスキーピング遺伝子であるβ-actin (actβ) 
にてサンプル間の補正を行った。本章で用いたプライマー情報を Table 3-1に示した。 
 
BALFおよび肺門リンパ節のフローサイトメーター解析 
BALFの細胞分画を Fig 3-2に示す。顆粒球を染色する目的で PerCP-Cy5.5 標識抗
マウスGr-1抗体 (クローン：RB6-8C5) およびAPC-Cy7標識抗マウスCD11c抗体 (ク
ローン：HL3) を使用し，顆粒の量から 3種類 (高密度, 中程度, 無顆粒) に分類した。
高密度顆粒細胞中から FITC標識抗マウス CD23 (FceRII) 抗体 (クローン：B3B4) と
PE-Cy-7標識抗マウス CD117 (c-Kit) 抗体 (クローン：2B8) に共陽性を示す細胞群を
肥満細胞に分類し，CD117 (c-Kit) 抗体にのみを発現する細胞を好中球に分類した。中
程度顆粒含有細胞中で，抗マウス FceRII 抗体，APC標識抗マウス CD49b抗体 (クロ
ーン：HMa2) および PE標識抗マウス CD49d抗体 (クローン：9C10) を発現する細
胞をそれぞれマクロファージ，好酸球および好塩基球と分類した。 
肺門リンパ節は，T細胞を染色する目的で APC 標識抗マウス CD3抗体 (クローン：
145-2C11)，ヘルパーT細胞を染色する目的で PE-Cy7標識抗マウス CD4抗体 (クロー
ン：RM4-5)，細胞傷害性 T細胞を染色する目的で APC-Cy7標識抗マウス CD8抗体 (ク
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ローン：53-6.7)，記憶 T細胞を染色する目的で PE標識抗マウス CD62L抗体 (クロー
ン：MEL-14), B細胞を染色する目的で peridinin chlorophyll protein (PerCP)-標識抗
マウス CD45R/B220抗体 (クローン：RA3-6B2) ，B細胞の膜表面に発現している IgE
を染色する目的で FITC標識抗マウス IgE抗体 (クローン：R35-72) を用いた。 
染色に用いた抗体はすべて日本ベクトン・ディッキンソン株式会社より購入した。染
色前に約 1 × 106個の細胞に 1µgのMouse BD Fc Block (日本ベクトン・ディッキンソ
ン株式会社) を加えて 4℃で 5分間静置し非特異的な抗原抗体反応をブロッキングした。
抗体での染色後は PBSで洗浄し，BALFについては 5000個，肺門リンパ節について
は 20000個の細胞を FACSVerseおよび解析ソフト (FACSuite) を用いて解析した。 
 
BALF中のサイトカイン，ケモカイン，ヒスタミン産生量の解析 
BALF 上清中のサイトカインおよびケモカイン (IL-4, IL-5, IL-6, KC, MCP-1, 
TNFα) 量の測定は，第 1章および第 2章に記載した方法を用いて実施した。エオタキ
シンおよびヒスタミン量の測定は， Quantikine ELISA Mouse CCL11/Eotaxin kits 














均値を Tukey–Kramer testにより評価した。すべてのデータは Prism 4 software 







外貌，姿勢，行動，呼吸，意識等の臨床症状 (異常呼吸音) を詳細に観察したところ， 
BALB/cマウスの投与群では無処置群と比較して変化は認められなかった。一方で，
NC/NgaマウスのTMA投与群では無処置群と比較して呼吸異常音や努力性呼吸が観察

















定した (Figure 3-4) 。リンパ球および好酸球の割合は，BALB/cマウスと NC/Ngaマ





















は，IL5, TNF, および CCL11遺伝子の発現量が対照群および BALB/cマウスの TMA





査するため，血清中の IgE量の測定を実施した (Figure 3-8) 。総 IgE量は，BALB/c
マウスの TMA投与群において無処置群およびNC/Ngaマウスの TMA投与群に比べて
有意に増加していた (P＜0.01)。同様に TMA特異的 IgE量も BALB/cマウスの TMA
投与群において無処置群およびNC/NgaマウスのTMA投与群に比べて増加傾向を示し
ていた。 





トカイン産生量に相関して Il4遺伝子の発現量が BALB/cマウスの TMA投与群で無処
置群や NC/Ngaマウスの TMA投与群と比較して有意に増加していた。TMA暴露後の
呼吸状態，肺の炎症反応，好中球数，肥満細胞数および好塩基球数の傾向とは異なり，







IgE陽性 B細胞数，および炎症を誘導する Th2型サイトカイン産生量 (IL-4, -5, -6, 
-13) ，Th17型サイトカイン産生量 (IL-17A, -17F) を測定した (Figure 3-9) 。BALB/c
および NC/Ngaマウスの TMA投与群では，対照群と比較して記憶ヘルパーT細胞数が
有意に増加していた (P＜0.01) 。IgE陽性 B細胞数は，BALB/cマウスの TMA投与群
で対照群およびNC/Ngaマウスの TMA投与群と比べて有意な増加が見られたが (P＜
0.01)，NC/Ngaマウスの TMA投与群では対照群に比べてわずかな増加が認められるの































ギーモデルでも同様の症状が観察されていることから (Karol et al., 1994; Maestrelli 



























症状が重篤化するほど増加が顕著となることが報告されている (Monteseirin 2009; 
Stone et al., 2010) 。たとえば，好中球数の増加は喘息での持続的な気道閉塞に関与す




引き起こされる (Stone et al., 2010) 。好塩基球も肥満細胞と同様に吸入アレルギー反
応の末期でヒスタミンを放出することが知られている (Sullivan & Locksley 2009; 












次に肥満細胞に関連する因子として，BALF中のサイトカイン (IL-5, TNFα, MCP-1) 
およびヒスタミン産生量を調査した。その結果，NC/Ngaマウスの TMA投与群で
BALB/cマウスの TMA投与群に比べて，すべての項目 (IL-5, TNFα, MCP-1, ヒスタ
ミン) において有意な産生量の増加が認められた。さらに，肺組織における Il5, および
TNF遺伝子の発現量も BALB/cマウスに比べてNC/Ngaマウスで増加していた。IL-5
および TNFαは肥満細胞から放出されるサイトカインであり，IL-5は好酸球の発達や B
細胞の活性化に，TNFαは内皮や上皮の接着因子の増加作用を有している (Amin 2012; 
Stone et al., 2010) 。MCP-1は気道の平滑筋層などに分布している上皮組織から放出
され，肺の肥満細胞の脱顆粒を誘導することが知られている (Campbell et al., 1999) 。
ヒスタミンは，肥満細胞や好塩基球から分泌され，平滑筋，内皮組織および末梢神経に
存在するヒスタミン受容体に結合することで一般的な吸入アレルギーに見られる粘液
分泌等や発咳を引き起こすことが知られている (Stone et al., 2010) 。 
NC/Ngaマウスのアトピー性皮膚炎モデルでは，表皮の肥満細胞や好塩基球の著しい











ても Th2型依存的な免疫反応が誘導される。そこで BALB/cマウスおよび NC/Ngaマ
ウスの TMA投与群で Th2型のアレルギー反応を調査したところ，肥満細胞および好
塩基球の結果とは反対に，血清中の総 IgE量および TMA特異的 IgE量は BALB/cマ
ウスの TMA投与群で NC/Ngaマウスの TMA投与群と比較して著しく増加していた。





れている Th17細胞から産生される IL-17Aおよび IL-17Fの産生量が，NC/Ngaマウ
スの TMA投与群で BALB/cマウスと比較して有意に増加していた。Th17細胞は新し
く発見されたヘルパーT細胞の一種であり，IL-17A, -17F, -22, -23および TNFαを産生
し (McGeachy & Cua, 2009)，好中球による気道炎症を誘導することが知られている 
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(Hellings et al., 2003; Oda et al., 2005) 。好中球のアレルギー作用はヒトでも報告が
あり，喘息患者では好中球数が増加すると喘息を発症し，アレルギー症状が治まった後
や治療を行った後では好中球数が減少することが知られている (Monteseirin, 2009; 







く誘導する BALB/cマウスが最も適した系統とされてきた (Lin et al., 2006; 














として確立されたモデル動物であり (Matsuda et al., 1997) ，これまでの研究や本研究
の結果から，他の近交系マウスを用いたアレルギーモデルと比較しても高いアレルギー














































ことから，未だにガイドライン化された検出法が確立されていない (European Union 
















に最適なマウス系統を模索する目的で，近交系マウス 5系統 (BALB/c, NC/Nga, 












性を有する環境中微粒子状物質 (PM 2.5) に対し有用であるかを確認するため，2 µm
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0 Mean 5.7 419 N/A
SD 1.5 270
n 3 3
0.1 Mean 6.5 766 1.8
SD 1.7 395
n 3 3
0.25 Mean 7.6 1271 3.0
SD 1.7 584
n 3 3
0.5 Mean 12.3 4100 9.8
SD 1.3 3580
n 3 3
DPM: Disintegrations per minute; GA, glutaraldehyde.















BALB/c NC/Nga CeH/HeN C57BL/6N CBA/J
Serum IgE ++ ++ + + +
IgE positive B-cell + ++ - ++ +
eosinophil ++ + - + +
chemokine + + - ++ +
cytokine + ++ - + +
- : comparable to each intact group.
+ : increase compared with each intact group.





































Table 3-2. Clinical observations (Abnormal respiratory sound/Labored respiration) 
 
 
Grade 0 1 2 3 
 Number of animals 
BALB/c 
Intact 8 0 0 0 
Treatment 8 0 0 0 
NC/Nga 
Intact 8 0 0 0 
Treatment 0 0 4 4 




▲: Sensitization by intraperitoneal injection of OVA (with ALUM)
■: Challenge by inhalation exposure of OVA 
8 weeks 9 weeks 10 weeks 11 weeks
■ ■ ■ ■ ■▲ ▲ ▲
Sacrifice
Treated group
Days 1                     8                    14  15       17       19         22        24
Fig. 1-1. Experimental protocol. See Materials and Methods for a detailed 
description.  OVA, Ovalbumin; ALUM, aluminum hydroxide hydrate gel suspension.
Figure 1-2. Total serum IgE levels (pg/ml; means ± SD; n=8 per group in mice with no 
treatment (Intact), sensitization by intraperitoneal injection followed by inhaled challenge 
with OVA (Treatment). Values significantly different from that of the intact group are 






Figure 1-3. Differential cell counts (mean ± SD; n=8 per group) and cemokine
production (pg/mL) in BALF of mice. Designations of treatments are as in Fig. 1-2.
(a) Eosinophil counts in BALF. (b) Neutrophil counts in BALF. (c) KC concentration. 
(d) MIP-1b conentration. (e) RANTES concentrations. Values significantly different 





Fig. 1-4. IgE-positive B-cell counts (a) and total IgE production by B-cells (b) in LN cells. 
Designations of treatments are as in Fig. 1-2. Cell counts and total IgE levels (ng/mL) are 
expressed as means ±SD (n = 8 per group). Statistical significance of the differences from 





Figure 1-5. Cytokine production in hilar LN cells. Designations of treatments are as in 
Fig. 1-2. The levels of (a) IL-4, (b) IL-5, (c) IL-10, (d) IL-13 and (d) IL-17A are 
expressed as means ±SD  (pg/ml; n=8 per group). Values significantly different from 




































   
   




   
   
   
   





   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





   






























































































































Figure 2-2. (a) Total serum IgE levels (pg/ml) and (b) IgE-positive B-cell counts (means ±
SD; n=5 per group) in mice with no treatment (Intact), dermal sensitization followed by 
inhaled challenge with GA (Treatment). Values significantly different from that of the intact 





Figure 2-3. Differential cell counts (means ± SD; n=5 per group) and cemokine
production (pg/mL) in BALF of mice. (a) Eosinophil counts in BALF. (b) RANTES 
concentrations Values significantly different from that of the intact group are indicated 




































































































































































Days 1 - 3         8 – 10                15 - 17                                        29 - 31      32
●●● ●●●
8 weeks 9 weeks 10 weeks 11 weeks
Treatment group
12 weeks
Fig. 3-1. Experimental protocol and apparatus for inhalation exposure. Detail of  
Materials and Methods described. ●, Sensitization by dermal exposure with TMA; 











BALB/c (Intact) NC/Nga (Intact)
BALB/c (TMA-treatment) NC/Nga (TMA-treatment)
c)
Figure 3-3. Effects of inspiratory TMA induction on lung appearance and lung tissue. (a) 
Score of red color in the lungs. Grade was determined by semi-quantitative examination (0 
= no change, 1 = weak, 2 = moderate, 3 = severe changes). Data shown are means ± SD 
(n=8 per group). (B) Histological scores of hematoxylin–eosin-stained lung sections. Data 
were evaluated in blinded manner for measures of cell influx and edema using a semi-
quantitative scoring approach (0 = no influx, no edema; 1–3 cell layers = high influx, 
prominent edema). Data shown are means ± SD. (c) Representative histological features 
with hematoxylin–eosin-stained sections in each group. The histological features of the 
BALB/c (control and TMA-treatment) and NC/Nga (Intact group) mice shown had a score 
= 0, while those histological features of the NC/Nga (TMA-treatement) mouse shown had a 
score = 3. Values significantly different from control group, or between TMA-treated 








Figure 3-4. Percentages of neutrophils, mast cells, and basophils in the BALF of mice in 
various treatment groups. (a) Lymphocytes, (b) eosinophils, (c) neutrophils, (d) mast cells, 
and (e) basophil percentages among all BALF cells. Data shown are means ± SD (n=8 per 
group). Values significantly different from the intact group, or between TMA-treatment 





BALB/c (Intact) NC/Nga (Intact)
BALB/c (TMA-treatment) NC/Nga (TMA-treatment)
a)
b)
Figure 3-5. Influx of granulated mast cells in lung induced by TMA in NC/Nga and 
BALB/c mice. (a) Histological analysis of toluidine-blue sections in lung. Granulated 
mast cells were analyzed in a blinded manner to measure influx of granulated mast cells 
using a semi-quantitative scoring approach (0 = no influx; 1–3 = high influx). Data shown 
are means ± SD (n=8 per group). Values significantly different from the intact group, or 
between TMA-treatment NC/Nga mice and TMA-treatment BALB/c mice are indicated 









Figure 3-6. Histamine- and mast cell-related cytokine release induced by TMA in 
NC/Nga and BALB/c mice. Levels of (a) IL-5 (pg/ml), (b) TNFa (pg/ml), (c) MCP-1 
(pg/ml), (d) Eotaxin-1 (nM), (e) histamine (nM), in BALF. Data shown are means ± SD 
(n=8 per group). Values significantly were different from the intact group, or between 






Figure 3-7. TMA-induced effects on mast cell-related expression of genes encoding 
cytokines in NC/Nga and BALB/c mice. (a) IL-5, and (b) TNF, (c) CCL11 gene expression 
in lung tissues. Gene expression values are presented as increase in expression compared 
with value for Actb, and are reported as means ± SD (n=8 per group). Values significantly 
different the intact group, or between TMA-treatment NC/Nga mice and TMA-treatment 








Figure 3-8. Effect of TMA on Th2 responses in BALB/c and NC/Nga mice. (a) Total serum 
IgE levels (pg/ml) and (b) TMA-specific IgE titres in serum. (c) IL-4, (d) IL-6, and (e) KC 
levels (all pg/ml) in BALF. (f) IL4 gene expression in lung tissues. Data shown are means ±
SD (n=8 per group). Gene expression values are presented as increase in expression 
compared with the value for Actb. Values significantly different from the intact group, or 








Figure 3-9. Impact of inspiratory TMA induction on hilar lymph node activation. Cell 
counts for (a) memory helper T-cells and (b) IgEt B-cells in LN. (c) IL-4, (d) IL-5, (e) IL-
6, (f) IL-13, (g) IL-17A, and (h) IL-17F  production (pg/ml) in LN from mice. Data 
shown are means ± SD (n=8 per group). Values significantly different from that of intact 










Development of new detection method for chemical-induced respiratory 
allergy using inhalation exposure to ovalbumin (OVA) in NC/Nga mice. 
• Examination using OVA as a positive control allergen.
• Establishment of new experimental schedule. 
• Selection of adequate endpoints to detect respiratory allergic responses.
Confirmation of availability of new detection method for chemical-induced 
respiratory allergy using glutaraldehyde, and comparison of the sensitivity 
of chemical-induced  respiratory allergic response in several inbred mouse 
strains.
• Confirmation of availability of new detection method using liquid 
environmental chemical (glutaraldehyde) which has respiratory allergic 
potential.
• Selection of best mouse strain to detect chemical-induced respiratory 
allergiy.
Confirmation of availability of new detection method to environmental
particulate matter, and elucidation of the pathogenic mechanism of 
chemical-induced respiratory allergy. 
• Confirmation of availability of new detection method using typical 
environmental particulate matter (trimellitic anhydride).
• Elucidation of possible link between chemical-induced respiratory 
allergic responses (abnormal signs and inflammation in lung) and role of 
neutrophil, mast cell, basophil, and Th17 cell. 
• We developed a novel detection method for chemical-induced 
respiratory allergy and supplied a beneficial information to put into 
future practical use.
• A part of pathogenic mechanism of chemical-induced respiratory 
allergy was clarified in this project. It will help to elucidate whole 
mechanism of chemical-induced respiratory allergic symptom. 
Figure 4-1
Conclusion
 
